



































a  Laboratory  of  General  Biochemistry  and  Physical  Pharmacy,  Faculty  of  Pharmaceutical  Sciences,  Ghent  University, 6 
Ottergemsesteenweg 460, 9000 Ghent, Belgium  7 




























expertise of vitreoretinal surgeons,  limiting  its application on a  large scale. Due  to  the  local retinal 32 
detachment  induced during the  injection, photoreceptor cell death can occur, resulting  in a  loss of 33 





the delivery of therapeutic nucleic acids  (NAs)  to the retina.(Adijanto and Naash, 2015)  Intravitreal 39 
















Both  types  of  nanocarriers  usually  have  a  positive  charge,  which  allows  them  to  spontaneously 54 
complex with anionic NAs. This results in the formation of spherical particles with sizes ranging around 55 
100 nm to 500 nm with versatile surface characteristics depending on the functionalization of the non‐56 
viral  vector used  (Remaut et al., 2007). We, and others, have previously  shown  that  intravitreally 57 
injected nanoparticles can be hampered en route to the retina by the vitreous humor itself. Especially 58 
cationic charges and hydrophobicity were shown to be detrimental for intravitreal mobility (Kim et al., 59 










carboxyl, N‐acetyl) which adds to  its attractiveness for use  in drug delivery. Since HA  is a  ligand for 70 





maintaining  cellular uptake and  transfection efficiency  (Martens et al., 2015). Also  in other  recent 76 

















Dulbecco's modified  Eagle's medium  supplemented  with  nutrient mixture  F12  (DMEM:F12  (1:1), 92 
OptiMEM™, Trypan Blue, L‐glutamine, fetal bovine serum (FBS), penicillin‐streptomycin solution (5000 93 
IU/mL penicillin and 5000 μg/mL streptomycin) (P/S), and Dulbecco’s phosphate‐buffered saline (DPBS 94 





































To prepare uncoated  liposomes, a  thin  lipid  film was obtained by evaporation under vacuum of a 128 
chloroformic solution of an equimolar mixture of DOTAP and DOPE using a rotary vacuum evaporator. 129 
This lipid film was rehydrated with 1 ml pure ethanol, for a final molar concentration of 15 mM, and 130 
liposomes were  further prepared via  the ethanol  injection method published by Nascimento et al 131 



































L‐glutamine  and  50  µg/ml  penicillin/streptomycin).  Cells were  incubated  at  37  °C  in  a  humidified 165 














For  transfection  experiments,  cells were  plated  similar  to  the  uptake  experiments.  The  next  day, 178 
lipoplexes were  prepared with  gwiz‐GFP  plasmid  to measure  transfection  efficiency  and  pGL4.13 179 
plasmid as a negative control, since luciferase expression does not produce a detectable fluorescence 180 















































and  coverslip  to  allow  visualization within  the working  distance  of  the  objective  lens,  though  far 224 
enough to avoid punctuation of the anterior hyaloid membrane and subsequent outflow of vitreous 225 
liquid. Finally,  to avoid drift of  the eye  inside  the glass bottom dish,  the eye was gently  fixed with 226 
parafilm.  Next,  the  sample  was  stored  overnight  at  room  temperature  before  performing  the 227 
microscopy experiments,  thus allowing  the nanoparticles  to diffuse  from  the  injection site  into  the 228 
surrounding vitreous and within the working range of the objective lens. We have previously observed 229 
that the needle used for injection disrupts the fragile vitreal network and forms a cone‐like structure 230 
(Martens  et  al.,  2013). Nanoparticles were  therefore  left  overnight  to  diffuse  in  the  surrounding 231 



























4/1/4‐ratios). A bright  fluorescent band  is visible below  the wells, where only  little  fluorescence  is 257 




covalent  and  electrostatic  HA‐coated  lipoplexes  with  an  N/P/C‐ratio  of  4/1/8  for  the  following 262 




us  to visualize movement of nanoparticles  in  intact vitreous. By using high‐resolution  fluorescence 267 
microscopy  and  single  particle  tracking  analysis,  the  intravitreal  diffusional  mobility  profile  of  a 268 
nanoparticle population  can be accurately measured. Figure 4  shows  the distributions of diffusion 269 
coefficients of  lipoplexes  in the vitreous humor as measured by SPT. First of all,  it can be seen that 270 
uncoated,  cationic  lipoplexes  show a bimodal diffusion behavior,  indicative of a  large  immobilized 271 












which  are  taken  up  to  the  same  extent  as  uncoated  lipoplexes.  PEGylation,  however,  results  in 282 
significantly  less  uptake.  Interesting  to 283 






fold  increase  in  transgene  expression  as  compared  to  uncoated  lipoplexes  (Figure  5C).  Finally, 290 
cytotoxicity of all lipoplexes was evaluated with an MTT assay (Figure 5E), from which can be concluded 291 
that, even  though  covalently  coupled HA‐lipoplexes  appear  to be  slightly more  cytotoxic,  the HA‐292 
lipoplexes are well tolerated by ARPE‐19 cells. Taken together we conclude that covalent HA coating 293 





























suitability  for  intravitreal  injection  (Figure  1).  In  the  first method,  increasing  amounts  of HA was 321 












We  have  previously  shown  that  PEGylation  could  drastically  increase  the  mobility  of  CBA‐ABOL 332 
polyplexes and DOTAP:DOPE  lipoplexes  in the vitreous humor  (Martens et al., 2013; Peeters et al., 333 
2005). We  further  showed  that an electrostatic  coating of HA on  these CBA‐ABOL polyplexes also 334 




and a smaller mobile fraction. This is similar to what we have observed before for polyplexes and is likely 339 
due to spontaneous electrostatic coating of the lipoplexes with native vitreal HA upon injection. This 340 
is supported by the observation that this mobile  fraction coincides with  the mobile  fraction of  the 341 
electrostatically  coated  lipoplexes.  Nonetheless,  covalently  coated  lipoplexes  were  slightly  more 342 








the  same  extent,  and  covalently  coated  HA  lipoplexes  even  more  than  uncoated  ones.  More 349 
importantly, the transgene expression in ARPE‐19 cells was nearly eight‐fold higher for covalent HA‐350 
lipoplexes compared to the uncoated lipoplexes (Figure 5C). Electrostatic HA‐lipoplexes, on the other 351 







These differences between electrostatic and covalent coating could be  related  to  the way  that HA 359 




experiences when  attached  to  the  surface of nanoparticles,  thus  limiting  the  amount of potential 364 
reaction  sites  available  for  binding  to  the  hyaladherins  (Mizrahy  et  al.,  2011).  Alternatively,  the 365 
electrostatic coating might be  less stable  in the complex media used for cell culture,  leading to HA 366 
polymers  detaching  from  the  previously  stable  nanoparticle.  This  in  turn  could  result  in  free  HA 367 
polymers in the cell culture media competing for the binding sites at cellular hyaladherins, and thus 368 
limiting cellular uptake of electrostatic HA‐lipoplexes. Covalent HA‐lipoplexes, on the other hand, have 369 
HA polymers covalently attached  to  the nanoparticle surface and will be  less  likely  to  rearrange  in 370 
complex media or have HA polymers detaching from the nanoparticle surface. Therefore, it is less likely 371 




lipoplexes, and even  though uptake of covalent HA‐lipoplexes  is noticeably higher  than  that of  the 374 
electrostatic  counterparts,  it  may  not  solely  account  for  the  eight‐fold  increase  in  transgene 375 
expression. It could be that the differences in HA presentation and hyaladherins avidity bring about a 376 
different entry pathway, and a more efficient subsequent intracellular processing. Indeed, it is a well‐377 







in  their  study  that HA  influences  the  uptake  pathway  and  intracellular  processing,  bypassing  the 385 
lysosomal pathway and therefore avoiding degradation (Contreras‐Ruiz et al., 2011). It could be argued 386 








vitreoretinal barrier and permeate  the  retina  towards  the RPE cell  layer after  intravitreal  injection. 395 















this group with human serum albumin‐based nanoparticles (Kim et al., 2009). Taken together these 409 
variable findings show that further research on this issue is needed, including for the HA coated 410 
liposomes presented in this study. 411 
5. Conclusion 412 
In conclusion, we document the differences in behavior of two different approaches for HA‐coating of 413 
lipoplexes  intended  for  retinal  gene  therapy  via  intravitreal  administration.  HA‐lipoplexes  were 414 
prepared either by an electrostatic attachment of HA to preformed lipoplexes, or by the formation of 415 




not  hampered  by  the HA‐coating. On  the  contrary,  a  covalent HA‐coating  provided  an  eight‐fold 420 
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